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SHZYBBS imOBXIilSteS SOR UN SUPPORT, I.EURS PROCED^S X>E 
PR£PARATZ0SI ET ZiSURS APPLICATZOMS 

L' invention a pour objet des enzymes iinmobilis6es 

sur un support - 

Ij'int6r§t des enzymes immobilis^es reside essentiel- 
lement dans la possibility de les r6cup6rer sans diff icult6 
^ partir du milieu dans leqael elles ont 6t6 mises en oeuvre 
et dans lequel 1' enzyme proprement dite d^veloppe ses 
activit^s pour lesquelles elle est classiquement utilis^e, 
de les purifier en tant que de besoin et de les remettre k 
agir dans un autre milieu. 

li' invention vise 6galement les proc6d6s de 
preparation de ces enzymes immobilis6es ainsi que leurs 
applications • 

On connait d6j2L des enzymes immobilis^es sur un 
support d'alximine. 

Ainsi, le document EP-A-86 402014.4 d6crit 1' immo- 
bilisation des proteases sur des alumine-phosphates 
organiques . 

Selon ce document, la protease est rattach^e par xine 
liaison covalente i un complexe solide forme par de 
I'alumine li6e i un compose bi- ou polyf onctionnel 
comportant un groupe fonctionnel phosphate et un groupe 
capable de former une liaison covalente avec \ine protease. 

La preparation, selon le ausdit document, de la 
protease ainsi immobilisee, consiste A fixer sur de 
I'alumine, en tant que compose bi fonctionnel, un phosphate 
organique comportant un groupe r6actionnel capable de former 
\ine liaison covalente avec une protease, puis k faire reagir 
le complexe ainsi forme avec la protease apr^s avoir 
eventuellement active le groupe reactif comporte par le 
groupe, en ayant recours k des activatexirs appropries, de 
fagon A former la liaison covalente recherchee liant la 
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protease au complexe. 

II est 6galement connu — voir i cet 6gard le 
doctoment "Bioscience Reports' vol. 8, No, 3, 1988, page 266 — 
de former dans uji premier texz^s une phosphoprot6ase en 
faisant r^agir le compost bifonctionnel dont 11 a 6t6 
c|uestion ci-dessus avec la protease en question de fagon k 
former une liaison covalente entre la protease et le groupe 
cliiiniquement r6actif comport^ par ledit coinpos6, 
^ventuellement aprfes activation de celui-ci, puis ^ fixer la 
pliosplioprot4ase ainsi constitute sur de I'alumine par 
reaction de celle-ci avec le groupe r^actionnel phosphate 
coirtport6 par le coxt^ost bifonctionnel , 

La constitution chimique de 1' enzyme immobiliste 
obtenue par le premier des dexix susdits proc^6s, n'est pas 
la mSme que celle de 1' enzyme immobilis6e obtenue par le 
susdit dexixl^e proctdt. 

II s'ensuit cjue les activit6s des deux types de 
proteases iizxmobilistes ainsi obtenues ne sent pas 
identiques. 

II est enfin connu, par le susdit document, 
d'utiliser les enzymes ainsi immobilisees dans leurs 
applications classiques . 

I. 'invention a pour objet, sxirtout, de r6pondre au 
souhait des utilisateurs de disposer d'un 4ventail aussi 
large que possible d' enzymes immobilis6es sur un support . 

Et les inventeiirs ont eu le mtrite de trouver que, 
de fagon surprenante et inattendue, il est possible 
d' immobiliser les enzymes sur un support a base d'oxydes 
mintraux autre que I'alumine, 

II s'ensuit que 1' enzyme imtoobillsSe confozme ^ 
1' invention est caract6ris6e par le fait qu'elle est 
constitu^ par une enzyme quelconque, notamment choisie dans 
le groupe comprenant les osidases et en particulier la p 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases, immobilis^e par 
fixation k 1 ' aide d' une liaison covalente sur un coinplexe 
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solid© insoluble foinn^ entre un oxyde mineral autre que 
I'alumine et choisi de pr6£6rence dans le srroupe comprenant 
notaininent la zircone, la silice et le dioxyde de ticane et 
un compos6 bi- ou polyf onctionnel comportant. d'une part, un 
groupe f onctionnel phosphate par lequel il est 116 i 1' oxyde 
mineral et, d' autre part, un groupe ch±ini<iue r6actif ^ activ6 
en tant <3ue de besoin par mise en oeuvre d'un agent 
activateur, ce groupe chimiccue r^actif fonnant la liaison 
covalente avec 1' enzyme. 

Le proc^d6 de preparation de 1' enzyme immobilisde 
ccnforme k 1' invention est caracteris^ par le fait 

- que I'on s61ectionne 

• une enzyme quelconque, de preference dans le groupe 
coinprenant les osidases et notamment la B 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases < 

• un compose bi- ou polyf onctionnel coirportant, d'une 
part, un groupe f onctionnel phosphate et, d'autre 
part, un groupe chimique r6actif capable, aprfes 
activation en tant que de besoin par mise en oeuvre 
d'un agent activateur, de former une liaison covalente 
avec la susdite enzyme et 

• un oxyde min6ral autre que I'altamine en tant que 
support, de preference dans le groupe comprenant la 
zircone, la silice et le dioxyde de titane. et 

- que 

• soit, H^rifl une premiere etape, on fixe le compose bi- 
ou polyfonctionnel sur le support par son groupe 
r6actionnel phosphate en formant un con^lexe entre le 
compose et le support puis, dans une deuxifeme etape, 
on fait reagir le coinplexe ainsi forme avec 1' enzyme 
de fa<;on A creer une liaison covalente entre 1' enzyme 
et le groupe chimique reactif comporte par le compose 
bi- ou polyfonctionnel aprfes avoir active ce dernier 
en tant que de besoin, 

• soit, dans une premifere etape, on constitue une 
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phosphoenzyme en faisant r^agir le compost bi- ou 
polyfonctionnel avec 1' enzyme de fagon ^ former une 
liaison covalence entre 1' enzyme et le groupe Gtiimi<iue 
r6actif, comport6 par le compost bi- ou 
5 polyfonctionnel, aprfes activation en tant que de 

besoin puis^ dans une de\axi^e 6tape, on fixe la 
phosphoenzyme ainsi form^e sur le support peir reaction 
de celui-ci avec le groupe r6actionnel phosphate du 
composd bi- ou polyf onc-tionnel- 
10 L'oxyde mineral peut Stre utilise sous forme de 

poudres ou de membranes obtenues selon des proc6d6s 
classiques d^crits notamment dans ''Chromatographies en 
phases iiquide et super-critique^ par Robert Rosset, Marcel 
Caude et Alain Jardy, 1991, Edition Masson. 
15 Dans un mode de realisation avantageux des susdites 

enzymes immobilis^es et de leurs proc6d6s de preparation, le 
con5>ose bi- ou polyfonctionnel est choisi dans le groupe de 
ceiax pr^sentant la formule g6n6rale 

20 

MO O-Y 

dans 1 ague lie 

- X repr6sente un atome d'hydrog^ne ou de m6tal 

25 alcalin, 

- M repr^sente X ou I'xin des groupes phosphates de 

formules 

O 

30 "^"OX 



o o 

il " ^OX 

-p— o— 
I ox 
ox 
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\ 9 ] ^ 

p -O— P r-O— P— ox 

OX L OX Jn OX 

avec n variant de 1 ^ 100 000, et 

- Y, qui conrporte au mo ins un groupe chimique 
r^actif choisi le groupe comprenant les fonctions 

ainine, acide carboxylique, alcool. thiol, ald^yde ou ester, 
est soit un 

groupe alkyle lin^aire ou ramifi^ en k C40 pouvant 

comporter un ou plusieurs heteroatomes^ soit xxa groupe aryle 
ou polyzuryle pouvant coinporter un ou plusieurs li4t4roatomes , 
soit un groupe alkylaryle ou arylalkyle dans lequel la 
partie alkyle est en €43 et peut comporter, comme la 

par tie aryle, un ou plusieurs h6t6roatomes, 6tant entendu 
que, lorsque le groupe chimique r6actif est different des 
fonctions thiol et aldehyde, il doit Stre active par 
reaction du con^s^ de formule (I) avec un agent activateur, 

Ij' agent activateur est un compost chiiaique qui 
comporte une fonction capable de former une liaison 
covalente avec les fonctions amine ou acide cartKDxylique-^ 
coo^ort^es par les enzymes et que I'on fait r6agir avec ceux 
des composes bi- ou polyfonctionnels qui, A titre de groupe 
chimique rSactif , comportent une fonction amine, alcool ou 
acide carboxylique, 

Dans un autre mode de r6alisation avantageux des 
susdites enzymes immobilis6es et de leurs proc6d6s de 
preparation, 1' agent activateur, qui peut §tre mis en oeuvre 
selon lea techniques de Howard H. Weatall publi6es dans 
"^Applied Bioch&nistry and Blotechnalogy'' (1993) 41, 157-188, 
et auquel il convient d' avoir recoxxrs quand le groupe 
chimique r6actif comport6 par ledit compost bi- ou 
poly f one Cionnel est different des fonctions thiol ou 
aldehyde, est choisi dans le groupe con^rtant les dSriv^s 
dont les formoles sont indiqu^es ci-apr6s apr^s activation 



2773171 



d'un groupe cbimique r6actif con5>ort6 par ledit coic5>os6 bi- 
ou polyfonctionnel et constitue par une fonction amine acide 
carboxylique ou alcool, la nature de cette fonction 6tant 
mentionnee pour chacun desdits d6riv6s. k savoir 
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NH 



CI 



N 



CI 



{activation amine *■ trlchloro-trlaxlne) 



15 



20 



— 1I=CH— (CH^),— C— H 
(activation amine ghitarald(hyde) 

O 

O O 

I! \- 
— NH— C— (CHj)4— C-O-N^ 



25 



30 



(activation amine DSS ou disucclnlmldyl-subirate) 



— NH -C— CH,— CHj— S— S — ^ 




N 



(activation amine + SPDP ou 
succlnlmldyl-3-(2-pyrldylditiilo)proptonate) 

— NH-C--(^ y-CHg-N^l 



35 



(activation amine •«■ SMCC ou 
succlnlmldyl-4<(N-mal«lmldom«thyl)cyclohexane-1-carboxylate) 
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15 



20 



— N=N + CI 
(activation amine ^ nitrite dc sodium) 

— NH-C— O— / S— NO, 



(activation amine •*■ 4-nltrophinyl-cliloroformlate) 
-NH— CH,— CH— CH,— O— (CH,)4— O-CHj CH— ^H, 



OH 



(activation amine + bisoxyrane) 

O NH-CHx'CH} 
— C-C=N— (CH,)i-N(CH5), , HCI 



(activation aclde -i- EDO 
O 




(activation aclde + N-h]rdroxy-4Ucclnlmlde) 



25 



30 



35 



(activation akool + carbonyl-dllmldazole) 
O 



— O 



(activation alcool > benzoqulnonc) 

-O -CH^ — CH— CH,— O — (CH2)4— O CHa*- CH- 

(actlvation alcool bUoxyrane) 
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o 

— O-CH2— CH, — S CH=CHjE 

(activation alcool 4- dlvlnybulfone) 

KI02 

(activation alcool 4- 3-n1troph6nyi*chtoroformlate) 

10 A titre d'excmple non limitatif mais illustrant iin 

mode de realisation avantageux, on indique que 1' activation 
par raise en oeixvre des techniques d6crites par Howard K, 
Weetall dans •j^l led Biochemistry and Biotechnology' (1993) 
41, 157-188, d'un conpos6 bif onctionnel de fcrmule (I) dans 

15 lequel le groupe chimique r6actif activ6 est une fonction 

amine, est obtenue par reaction de cette fonction amine, 
comport6e en 1' occurrence par le 2-ajnino6thyl-dihydrog6no- 
phosphate de formule 

20 "^s^ 

^p— O-CHj— CH,— NH2 

MO 



avec le glutarald6hyle de formule 



25 ^ ? 

H— C— (CHa)3— C— H 



le compost bifonctionnel activ6 ainsi obtenu ayant done une 
fonction 5-iminopentanal et r6pondant i la formule 

30 

o o 

HO • ' 

y—O -CH J— CHj— N=CH — (CH 1)3— C— H 

HO 



35 



Du point de vue pratique, on fait r6agir 30 ml d'une 
solution aqueuse k 0,05 M du 2-amino6tbyl-dihydrog6no- 
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phosphate avec 30 ml d'une solution aqueuse 0,05 M de 
glutarald6hyde . 

Apr^s 30 minutes d' agitation du melange k xone 
tentp^rature de 20 i 25^0, la reaction est cottpl6te et la 
solution du CQcpos6 bifonctionnel activ6 ainsi obtenu peut 6tre 
conserv6e k une teiq?6rature de 5 A lO^C pendant 300 joxirs avant 
son utilisation ult6rieure. 

Selon un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzyxaes imrnobilis^es et de leurs proc6d6s de 
preparation, la fixation du coirpos^ bi- ou polyfonctionnel sur 
un support i base de dioxyde de titane est realis6e en faisant 
r6agir une solution aqueuse du conpos^ bi- ou polyfonctionnel 
avec une suspension du dioxyde de titane dans un milieu aqueux. 

Du point de vue prati<3ue, on proc^de comme suit. 

A une solution de 60 mg de 2-amino4thyl-dihydro- 
g6nophosphate dans 100 ml d'eau h 25*=»C, on ajoute 3 g de 
dioxyde de titane* 

Lie melange est maintenu sous 16g6re agitation pendant 
24 heures ^ pH 7 , 

Au bout de cette dur^e, la fixation du 2-amino6thyl- 
dihydrog6nophosphate est to tale, ce qui est v6rifi6 par le test 
k la ninhydrine sxir une partie aliquote de filtrat, 

La suspension est filtree et le r*tentat est lav6 avec 
trois fois 100 ml d'eau. 

On obtient ainsi I'oxyde de titane ayant fix6 le 
2-amino6thyl-dihydrog6nGphosphate k l'6tat humide; on le met en 
suspension dans 10 ml d'une solution 1 M de glutarald6hyde , 

On ajxiste le pH ^ 7 et on agite pendant trois heures k 

20-25°C. 

On lave avec cinq fois 100 ml d'eau. 

Le complexe d'oxyde de titane activ^ ainsi obtenu est 
d6signe par -Ti-Pc-Glut' . 

Selon un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzymes immobilisees et de leurs proc^dis de 
preparation, I'lmmobilisation de 1' enzyme par reaction avec le 
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groupe chimique r6actif active du cooipos6 bifonctionnel fix6 
sur le support k base d'oxyde mineral est effectu^e en milieu 
aqueux et et une tenp6rature de 25*='C- 

A titre d'exeniple nan limitatif mais illustrant un mode 
de realisation avantageux, on indique que, lorsqu'il s'agit de 
faire r^agir une protease, par exenple la a-chymotrypsine, avec 
le conplexe obtenu ci-dess\is, on procfede comme indiqu6 ci- 
apr&s . 

3,02 grammes du coirplexe activ6 *Ti-Pc-Glut* sont mis 
en s\ispension dans 10 ml d'eau, puis m61ang6s h une solution 
aqueuse de 60 mg d'a-chymotrypsine. Le pH du milieu est ajust6 
au pH d'activit6 maximum de 1' enzyme, k savoir 7, et doit 6tre 
rdajust^ en cours d'eaqpArience si necessaire; on peut utiliser 
du HCl 0,1 

Par filtration de la suspension sur fritt6 n<>4, on 
r6cup6re I'a-chymotirypsine imroobilis6e sur oxyde de titane. 

On d6signe ce produit par 1' appellation *Ti-Pc-Glut- 

Chymot' - 

Selon un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzymes immobilisees et de leurs proc6d6s de 
preparation, on prepare une phosphoenzyme en faisant r^agir 
1' enzyme en solution aqueuse sur le conpose bifonctionnel de 
formule <I) 6ventuell«nent active, egalement en solution 
aqueuse, 

Iiorsque le compose bifonctionnel est le resultat de la 
reaction du pyrophosphate de thiamine et du glutaraldeixyde et 
que 1' enzyme est la 3 1-3 glucanase, on peut proceder comme 
indique ci-apr^s. 

460,8 mg <10"-^ moles) de pyrophosphate de thiamine sont 
mis &i solution dans 500 ml d'eau et meiang6s 400 ml d'une 
solution aqueuse de glutaraldehyde i 25% (soit 100 mg k 100% 
ou 10"^ moles) et le m61ange est agite pendant 3 hexares k 20- 
25°C. On ajoute ensuite 2 g d' enzyme native, k savoir la 
B 1-3 glucanase, en solution dans 1000 ml d'eau. Le jxH est 
ajuste k 4,50 par addition de soude 0,1 N. On ajoute ensuite 
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250 mg de cyanoborohydrure de scxiium k titre d' agent r^ducteur 
des fonctions imines. Le pH est naintenu ^ 4,50 A I'aide d'HCl 
0,1 N ou de soude 0,1 N, Aprfes 3 heures d'agitation, la 
solution r^actionnelle est soumise A une dialyse pour 61iminer 
les r6actifs en exc6s. 

On obtient ainsi la pliospho-p-l-3-glucanase d6sign6e 

par *TPP-Glut' 

Salon un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzymes immobilis^es et de leurs proc6d6s de 
pr6paration, on realise 1' immobilisation de la phospho-S-l* 3- 
glxicanase obtenue ci-dessus sur un support k base de dioxyde de 
titane en faisant r^agir sous agitation, pendant 3 A 24 heures, 
une suspension de dioxyde de titane d'une granulom6trie de 40 
A 200 pm avec le dialysat de la phosphoenzyme obtenu ci-dessus. 

progression de 1' absorption est suivie par 
d6terminati<Hi ^ intervalles r6guliers de 1' activity enzymatique 
r^siduelle d'6chantillons du filtrat du susdit melange . 

;^r^ disparition totale de 1' activity enryroatique (2 A 
4 heures en g6n6ral) , le milieu r6actionnel est filtr6 et lav6 

abondairroent k I'eau. 

La pliosphoenzyme iitanobilis^e ainsi obtenue est 
conserv6e telle quelle, c'est-A-dire humide, au r6frig6rateur 
k +4<'C jusqu'4 utilisation. Son activity enzymatique est 
d6teniiin6e par bydrolyse de son substrat specif ique, 

Les enzymes immobilisees conformes k 1' invention sont 
utilis6es poinr le traitement des milieux A I'^gard desquels 
elles d^veloppent les activit^s pour lesquelles elles sont 
utilis6es classiquement, 

Paroii ces tredtements, on peut citer les 
transformations cbiaiiques, les purifications ou la separation 
de mol6c\iles organigues, organo-min6rales ou min^rales. 

Les susdits traiteinents utilisent tm milieu de mise en 
oextvre aqueux ou hydroorganique ou contenant uniquement des 
solvants organiqaes; ce milieu peut ©tre un gaz liquSfie 
utilise k l'6tat critique, sub-critique, ou super-critique; la 
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temperature du milieu pent varier de -20°C k +200<»C et la 
pression exerc^e sur le milieu peut varier de 0,1 A 300 bars en 
valeur absolue, 

BCgHPIiB 1 

Pr6parat:ion d« la P 1-3 glucanaM ImobUiste mir dLoaofda d« 
eltano. 

On a pr or4&dA successiveroent suivant les deux variantes 
du proc6d6 conforme k 1' invention. 
Premifere variantie 

Dans vm r6acteur en verre de 4 litres, muni d'une 
agitation ingcanique, d'un thermam&tre et d'une ampoule de 
coul6e, on charge: 

- 3 litres d'eau d6min6ralisee et 

- 10^70 g de pyrophosphate de tliiamine. 

Le milieu r6actionnel est agit6 Ik une temperature de 
20-25«'C jusqu'cL la dissolution totale du pyrophosphate de 
thiamine. 

On ajoute alors 500 g de dioxyde de titane d'une 
granulom^trie de 40 a 200 ym sous agitation lente (30 t/min) . 

On agite pendant 15 minutes et on a juste, si 
n6cessaire, le pH ^ 4,5 avec une quantity suffisante d' acetate 
de sodium. 

On agite pendant 12 heures k une tetrp6rature de 20 
25«C & 30 t/min en v6rifiant le pH toutes les heures et en le 
r4ajustant si n6cessaire. 

La cin^tique de fixation du pyrophosphate de thiamine 
est suivie au moyen du test de coloration la ninhydrine. 

Apr^ 12 heures d' agitation, 1' insoluble est filtr6 sur 
frittS n^2 puis lav6 abondamment avec trois fois 0,5 litre 
d'eau d^min6ralis6e. 

L' insoluble humide est r6cup6r6 et charge k nouveau 
dans un r^acteur en verre de 4 litres contenant une solution 
1 M de glutarald6i^e pr^alablement pr^parde en m61angeant 
270 ml de glutarald6hyde 5^6 M ( commercial is6e par la Soci6t6 
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FliUKA SOUS la r6f6reace 49629) avec 1231 lal d'eau 
d^min^ral is6e . 

On agite k 30 t/min et k xine tertperatuore de 20 A 25°C 

pendant 24 lieiires. 

On f iltre sur fritt6 n<*2 puis on lave avec trois fois 
0,5 litre d'eau d6min6ralis6e, 

L' insoluble humide est r6cup^^ et charg^ dana un 
rdacteur da 4 litres contenant une solution pr^lsiblement 
pr6par6e en dissolvant 3 g de 0 1-3 glucanase coinmercialis6e 
sous la marxaue GLUCANEX par la Soci6t6 NOVO INEUSTRIES dans 1,5 
litres d'ac6tate de sodi\im 2,1 M de pH 4,55. 

On agite A une ten^>6rature de 20 A 25°C pendant 24 
hjeures 4 une vitesse de 30 t/min. 

On filtre sur frittd n^2 et on lave le r^sidu de 
filtration trois fois avec 0.5 litre d'eau d&ain6ralis6e- 

On r6cup&re le pr6cipit6 hxmide canstitu6 par 1' enzyme 
immobilis^e recherch6e et on le cc«iserve h une teri^rature de 
4 A 6*=*C jusqu'A 1' utilisation - 
Deuxifeme variante 

Dana un r6acteur en verre de 20 litres, muni d'une 
agitation, d'xm thermonifetre et d'une an^joule de coul6e, on 
charge: 

- 4,61 g de pyrophosphate de thiamine et 

- 5 litres d'eau d^min^ralis^e. 

On agite jusqu'A dissolution totale. 

On ac^litionne par I'anpoule de coal6e, en veillant A ce 
que la t«p6rature ne d^passe pas 30«»C, 4 litres de 
glutarald^yde en solution aqueuse A 25%. 

On agite la solution ainsi obtenue pendant 3 heures & 
une ten$>6rature de 20 A 30^C. 

On ajoute ensuite une solution, prdalableraent pr^par^e, 
de 20 g de 3 1-3 glucanase commercialis^e sous la marque 
GIiUCANEX par la Soci6t6 NOVO INDOSTRIES dans 10 litres d'eau 
d^min^alis6e , 

On ajuste le pH i 4,5 avec la quantity n^essaire de 
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soude 0, 1 K. 

On agite pendant 3 hexires A \me temp6rat\ire de 20 i 
30°C/ puis on refroidit i 20°C, 

On ajaute ensiiite en une seule fois 2.5 g de 
cyanoborohydrure de sodixim. 

On agite ensuite pendant 3 lieures k une ten^^&rature de 
20 h 30°C, puis on soumet le milieu rdactionnel i une dialyse. 

on r^cupfere le dialysat et on le charge <3an9 un 
r^acteur en verre de 20 litres muni d'une agitation r^l6e k 
30 t/min. 

On a j cute ensuite dans la masse r6actionnelle 1 kg de 
dioxydd de titane d'une granul<Mi6trie de 40 & 20O ym. 

On agite encore pendant 24 beures A une tenp6rat\ire de 
20 ^ 25<'C et on filtre sur fritt6 n02 ou au buchner. 

On lave le r6sidu avec trois fois 3 litres d'eau 

d^minSralis^ • 

On conserve le r^sidu humide constituant 1' enzyme 
iirenobilisfe reclxerch^e k une temperature de 4«>C jusqu'A son 
utilisation « 

mise en oeuvre de la 3 1-3 glucanase iirenobilisee 
obtenue k I'exemple 1, par exejcple pour •dig6rer' un substrat 
constitu6 par du p 1-3 glucane, peut Stre r6alis6e en lit fixe 
ou en lit fluidis^, 

Ci-apr6s, on d6crit les deux xnodes de r6eaisation en 

question . 

liorsqu'on a recours axx lit fixe, on fait circuler la 
solution de substrat k travers un lit fixe de 0 1-3 glucanase 
imncbilisde sur dioxyde de titane telle qu'dbtenue k I'exenple 1. 

Cette enzyme iinmobilisee est tass^e, par exemple par 
compression pneuinatique dans une colonne basse pression; on 
peut utiliser celle de type Vantage A de marque AMICON. 

Ija solution de substrat circule en circuit ferm6. 

Pour une efficacit6 optiioale, on determine un 
compromis entre le r^lage du d6bit, le tenqps de s6jour de 
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la solution au contact de 1' enzyme immobilis^e (qui doit 
Stre suf f isamment important pour permettre la realisation de 
I'hydrolyse enzymatique) et le temps de passage d'un volume 
entier de solution h travers le circuit (tenqps <iui doit dtre 
relativement court, afin de r6aliser un maximum de passages 
en \m texnps donn6) . 

La dur6e totale de s6jour au contact de 1' enzyme 
iramobilis6e ne depend que du volime de cette demi^re et de 
la dur6e totale de 1' operation, 

Un essai est r6alis6 sur 10 litres d'une solution 
de p 1-3 glucane A 10 g/1. pr^alablement clarifi6e par 
filtration i 1,6 piri, 

Le dispositif utilise, montr^ & la figxire 1. 
corqprend les 6l6ments suivants: 

- xine cuve thermos tat6e 1 d'une capacite de par 
exeinple 50 litres, munie d'un syst&ne d'agitation 2 et 
contenant la solution de substrat, 

- \me pompe p6ristaltique 3, par exemple du type 
Watson-Mar low, 

- un manom^tre k membrane 4, 

- une masse 5 d' enzyme P 1-3 glucanase fix6e sur 
dioxyde de titane, tass6e entre dexix plateaux 7 et 8 dans 
une colonne 6 basse pression, 

- une canalisation 9 par laquelle la solution de 
substrat est achemin6e vers la colonne 6 k I'int^rieur de 
laquelle elle est amende par \in tube 10 traversant le 
plateau 7 jusqu'4 la surface de la masse 5, 

- une canalisation 11 par laquelle la solution de 
substrat ayant traverse le lit d' enzyme immobilis^e est 
extraite de la colonne 6 k travers le plateau 8 grace k un 
trou 12 et recycl6e vers la cuve !• 

Le manomfttre situe en amont de la colonne permet de 
mesurer la perte de charge provoqu6e p^ar le lit d' enzyme 
duranobilis^e, sachant que la pression en sortie de colonne 
est n^gligeable 6tant donn6 les faibles ddbits de I'ordre de 
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10 1/h foumis par la pompe p6ristaltique. On constate qu'^ 
d6bit nul, le manom^tre indique une faible pression 
(inf^rieure i 0,5 bar) probablement due ct un accroissement 
local de celLe-cx entre la pon^je et 1' entree de la colonne 
du fait de la conception du circuit. 

Lia masse d' enzyme immobilis^e dans le mode de 
realisation montr^ est de 3 grammes de p 1-3 glucanasc 
iramobilis4e sur 500 g de dioxyde de titane; elle est tass6e 
sur tine hautexir de 14,5 cm, ce qui, coropte tenu des 
dimensions de la colonne (hautexir egale k 47,5 cm et 
diamfetre 6gal h 6,2 cm), correspond A un volume d' enzyme 
immobilisde de 0,9 litre. 

Iia solution de substrat est thermostatic ^ 40^'C au 
sein de la cuve 1. Iics pertes de cbalexir ^tant relativement 
faibles, 1' ensemble du circuit atteint rapidement cette 
ten^rature, ensuite entretenue par la circulation du 
liqui.de. 

Une quantit6 de 10 litres de substrat ^ 1% de & 1-3 
glucane, pr6alabl«nent clarifii par filtration i 1,6 pm, est 
introduite dans la cuve thermos tat6e, lie thermostat est 
r6gl4 a 56^C afin d'obtenir 40^C dans la cuve, temperature 
optimale de I'hydrolyse enzymatique, Une fois la tenperatxire 
stabilis6e, la pompe p6ristaltique est mise en route, I^a 
temperature varie peu ensuite, car les pertes de chaleur 
dans la colonne et le circuit sent minimes- 

La puissance de la pompe piristaltique est r^gl^e de 
fagon k obtenir une pression de 1.5 bar k l'entr6e de la 
colonne, Au-del4 d'une telle pression, 1' enzyme iromobilis6e 
subit des contraintes qui, k plus ou moins long terme, 
pourraient affecter son efficacit6 et sa stability. Le dibit 
associe k une telle pression est de 13,2 1/h- 

Dans ces conditions, le temps de passage *t -pas sage' 
est de 45 minutes, A chaque passage dans la colonne, le 
temps de s6jour *t-s6jour* au contact de 1' enzyme est de 4 
minutes. La circulation de la solution de sxxbstrat est 
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effectu^e dur2ait. 5 heures 30 minutes, 

Les cin6tiques r^actionnelles ob6issent 4 des 
ph6nomtoes de transports interfaciaux. Ceux-ci sont un 
facteur limitant dans la reaction d'hydrolyse enzymatique , 

Ije procfid^ "lit fixe' qui en lui-m&ne est satisf aisant, 
pr6sente un inconvenient qui est dQ ^1 l'h^t6rogte6it6 existant 
entre le lit de particules et la solution qui le traverse, ce 
qui a poxir e£fet de placer la reaction d'tr/drolyse sous 
contr61e dif fusionnel . 

De plusr progressiveroent, il se cr6e dans ce lit des 
canaux preferentiels de circulation du liquide. 

Dfes lors, certaines r^ions du lit ne sont plus 
irrlgu6es et les molecules qui traversent les canaux 
pr6f6rentiels ne sont plus mises au contact du lit et done de 
1' enzyme. 

Get inconvi&iient n'est toutefois pas de nature h rendre 
inutilisable le proc4d6 en lit fixe. 

On peut ndanmoins ran^dier cet inconvenient en ayant 
recours ^ un systfeme d. lit fluidis6. 

La fluidisation du lit de particules d' enzyme 
liranobilis6e, par un flux aisc^idant de liquide, aura poxir effet 
de foumir un milieu quasiment homog^ne et d' optimal iser les 
^changes interfaciaux, par xin accroissement des surfaces de 
contact enzyme ijnin6bilis6e-solution* 

La fluidisation du lit de particules peut €tre r6alis6e 
par un courant ascendant de fluide, en 1' occurrence la solution 
de substrat. 

Bile se prodult lorsque la vitesse du fluide est 
suf fisante pour inettre en suspension les particules de la masse 
d' enzyme immobilisde. 

Chacune de ces particules est alors entour^e de fluide 
qui la preserve de tout frottement avec les autres particules, 
ainsi qu'avec les parois da la colonne. 

La couche fluidis6e, melange h^t^rogSne de particules 
sol ides et de fluide, se cooporte nacroscopiquement coome un 
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liquide *hoinogfenfi* . 

On peut avoir recours au dispositif inontr6 A la f igxire 
2 et qui coicqprend les 616nents suivants: 

- \me cuve thennDstAt6e 1 d'une capacity de 50 litres, 
munie d'un systfane d' agitation 2 et contenant la solution de 
substrata 

- une poctqpe p6ristaltique 3, par exenple du type 
Watson-Marlow , 

- un manomfttre i menibrane 4, 

- une masse 5 d'enzyicie ijiin6bilis6e adsorb^e sur dicxyde 
de titane, r.emplissant une colonne basse pression 13, par 
exerople de type VA 90500, 

- \ine canalisation 14 par laquelle la solution de 
substrat est achemin^e k I'extr&nit^ inf6rieure de la colonne 
13 dans laquelle elle p^nfetre en 15 pour mettre en lit f luidis4 
la masse d' enzyme imnobilis^e 5, 

- une canalisation 15 par laquelle la solution de 
substrat est extraite en 17 ^ l'extrfetdt6 sup6rieuxe de la 
colonne apr6s avoir traverse le lit fluidis6 ccHi5>renant la 
masse d' enzyme iinmdbilis6e 5, ^ la partie sup^ieure de la 
colonne 13 poxir Stre recycl6e vers la cuve 1- 

Le manomfetre situd k 1 ' entree de la colonne, h la 
partie inf^rieure de celle-ci, permet de mesurer la perte de 
charge subite par le liquide h travers la colonne, sachant que 
la pression en sortie de celle-ci est n^gligeable 6tant donn6 
les faibles d^its foumis par la pcOTpe p6ristaltique , 

Le liquide est tliermostat6 au sein de la cuve 1, I*a 
encore, les pertes restent faibles et 1' ensemble du circuit 
atteint rapidement la tenperature fix^e. 

gmpue 2 

I>igMticn de ^ 1-3 glucane k I'alde d'un lit fluldioi & basa da 
P 1-3 fflucaaoaM iBmabillsAe mLoa 1'«xh^« 

10 litres de substrat a 1% de 3 1-3 glucane, 
pr6alablennent clarifies par filtration ^ 2,7 pm, sont 
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introduits dans la cuve thexroostat6e 1 dont la capacit6 est de 
50 litres, sa hauteur 6tant de 47 cm et son diam^tre de 
39,5 cm. 

lie thermostat est r^l6 k 56°C afin d'obtenir 40<'C dans 
la cuve, ten?>6ratiire optimaae de I'l^drolyse enzymatique. 

La colonne 13 contient 3 grammes d' enzyme immobilis6e 
sur 500 g de dioxyde de titane prdpar^ conform6ment k 
I'exeitple 1- 

Une fois la ten5>6rature stabilis^e, la ponpe 
p^ristaltique est mise en route; La teirp4ratxire varie peu 
ensuite car les pertes de chaleur dans la colonne et le circuit 
sont minimes. 

La migration, sous 1' influence du suibstrat, de 1' enzyme 
immobilis^e, vers le haut de la colonne 13 doit §tre r6alis6e 
de fag<Hi progressive afin d'6viter les turbul«ces, Celles-ci 
auraient po\ir ef f et de disperser les particules dans la colonne 
et favoriseraient leur migration hors de celle-ci. 

La pon^ p6ristaltique est r6gl6e k pleine puissance, 
ce qui pem^t de fluidiser 1' enzyme inanobiliste sur une hauteur 
de 40 cm. II occupe alors un volume *V gel* de 2,5 1- 

Le debit associ^ k un tel volume est de 28 1/h, 
Comparativ^nent au proc6d6 *lit fixe', la f luidisatic«i 
permet de multiplier par 2,5 le teirps de contact entre I'enzyM 
iiiimobilis6e et la solution de & 1-3 glucane. 

En outre, elle optimise la cin6tique de catalyse 
h6t6rog^e par la formation d'une gaine de solution autoiir de 
chaque particule, 

Poxir obtenir la digestion du P 1-3 glucane, chaque 
cycle dure en moyenne de 4 A 6 heures, L' activity de 1' enzyme 
iinmobilis6e persiste dans ces conditions exp6rimentales pendant 
au moins 8 cycles. 

On obtient ainsi 100 g d'oligo-p-1, S-glucanes 
majoritaireanent r^partis entre DP 2 et DP 6. 
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RgympicikTioiis 

1. Enzyme iinaobilis^e caract6ris6e par le fait qu'elle 
est constitute par une enzyme quelconque choisie notamment dans 
le groupe conqpirenant les osidases et en particulier la p 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases, immobiliste par 
fixation k I'aide d'une liaison covalente sur iin con5>lexe 
solide insolxable form^ entre un oxyde mineral autre que 
I'alumine et choisi de pr6f6rence dans le groupe comprenant 
notamment la zircone, la silice et le dioxyde de titane et un 
oompos^ bi- ou poly f one tionnel comportant, d'une part, un 
groupe fonctionnel phosphate par lequel il est lit 4 1' oxyde 
mineral et, d' autre part, un groupe chimique rtactif , activ6 en 
tant que de besoin par mise en oeuvre d'un agent activateur, ce 
groupe ctiimique rtactif formant la lied-son covalente avec 
I'enzyme, 

2, ProG6d6 de pr^)aration d'une enzyme immobiliste, 
caract6ris6 par le fait 

que I'on select ionne 

• une «izyme quelconque , de prtf trence dans le groupe 
ccHiprenant les osidases et notansnent la (J 1-3 
glucanase, le^ prot6ases et les lipases, 

• un conpost bi- ou polyfonctionnel conportant, d'xme part, 
un groupe fonctionnel phosphate et, d' autre part, vxi 
groupe chimique rtactif capable, aprts activation en tant 
que de besoin par mise en oeuvre d'un agent activateur, 
da former une liaison covalente avec la susdite enzyme et 

• un oxydfi min6ral autre que I'alumine en tant que support, 
de pr4f6rence dans le groupe can?>renant la zircone, la 
silice et le dioxyde de titane, et 

que 

• soit, dans une premise 6tape, on fixe le coinpos6 bi- ou 
polyfonctionnel sur le support par son groupe r6actionnel 
phosphate formant un ccaqplexe entre le con^»s6 et le 
support puis, dans une deuxifeme ^tape, on fait r6agir le 
conplexe ainsi fortud avec 1' enzyme de fagon ^ cr6er une 
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liaison covalente entre 1' enzyme et le groupe chimique 
r6actif coir5>ort6 par le compost bi- ou polyfonctionnel 
apr^s avoir act.iv6 ce dernier en tiant que de besoin, 
. soit, H^Tig une pr«ni^e 6 tape, on constitue una 
phosphoenzyine en faisant r6agir le conpos^ bi- ou 
polyfonctionnel avec 1' enzyme de fagon A former une 
liaison covalente entre 1' enzyme et le groupe chimique 
r^ctif , caipport4 par le compost bi- ou polyfonc-tionnel^ 
apr^s activation en tant que de besoin^ puis^ dans une 
deuxi^ne dtape, on fixe la phosphoenzyme ainsi form^e sur 
le support par reaction de celxii-ci avec le groupe 
r^ctionnel phosphate du compost bi- ou polyfonctionnel. 
3. Enzyme ininobilis6e selon la revendicaticm 1, 
caract6ris6e par le fait que le conpos6 bi- ou polyfonctionnel 
est choisi dans le groupe de ceux pr^sentant la formule 
gSn^rale 

XO Q 

MO O-Y 

dans laquelle 

- X repr6sente un atome d'hydrog^ne ou de m^tal 

alcalin^ 

- M repr^sente X ou I'un des groupes phosphates de 

formules 

O 

ox 
ox 



p o 

— p-o-p: 



ox 



,ox 
ox 



o 

l! 

-P- 



OX L 



? 1 ? 

I— p — !-o— p— ox 



ox Jn OX 
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avec n variant de 1 4 100 000, et 

- Y, qui comporte au rooins un gxoupe chimique react if 
cliolsi ^^"q le groupe COTprenant les fonctions amine, acide 
carbaxylique, alcool, thiol, aldehyde ou ester, est soit un 
groupe aUcyle lin6aire ou ramif 16 ou ramif 16 en Cj^ k C40 pouvant 
con«>orter un ou plusieurs het6roat<OTes , soit un groupe aryle 
ou polyaryle pouvant comporter un ou plusieiars h6t6roatomes , 
soit un groupe aUo^laryle ou arylalkyle dans lequel la partie 
aJJcyle est en C^l 4 C40 P^^^ cooporter, cccine la partie aryle, 
un ou plusieurs h6t6roatames, 6tant entendu que, lorsque le 
grov«>e chimique r6actif est different des fonctions thiol et 
aldehyde, il doit €tre activ6 par reaction du compos6 de 
formule (1) avec un agent activatexir - 

4. Enzyme inimobilis6e selon I'une des revendications 
1 et 3, caract6ris4e par le fait que 1' agent activateur est un 
caitpos6 chimique qui conporte une fonction capable de former 
ime liaison covalence avec les fonctions amine ou acide 
carboxylique coirport6es par les enzymes, cet agent, activateur 
6tant mis k r6agir avec ceux des corapos6s bi- ou 
polyfonctionnels qui, i titre de groupe chimique r6actif, 
conportent une fonction amine, alcool ou acide carboxylique. 

5, Proc6d6 selan la revendication 2, caract6ris6 par 
le fait que le conposd bi- ou polyfonctionnel est choisi dans 
le groupe de ceux pr6sentant la formule g6n6rale 



XO 



0) 



MO 



o-y 



dans laquelle 



- X reprdsente un atome 



d'hydrogfene ou de m6tal 



alcalin. 



- M repr6sente X ou I'un des groupes phosphates de 



formules 



O 
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K 
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avec n variant de 1 A 100 000, et 

10 - Y, qui coir5K>rte au inoins un groupe chimique r&actif 

choisi dans le groupe comprenant les fonctions amine, acide 
carboxylique, alcool, thiol, aldehyde ou ester, est soit un 
groi^ al3cyle lin6aire ou ramif i6 en i C4Q pouvant corcporter 
un ou plusieurs h6t6roatOEcies , soit un groupe aryle ou polyaryle 

15 pouvant comporter un ou plxisieurs li6t6roat<xnes , soit un groupe 

alkylaryle ou arylaUcyle dans lequel la partie alkyle est en 
k C40 et peut comporter, comma la partie aryle, ua ou plusieurs 
h6t6roatoines, 6tant entendu que, lorsque le groupe chimique 
r^actif est diff6rent des fonctions thiol et aldehyde, il doit 

20 Stre activ^ par reaction du composA de fonzoile (I) avec vm 

agent ctctivateur. 

6. Application de 1' enzyme imnobilis^e selon l'\jne des 
revendications 1, 3 et 4 ou obtenue selon I'une des 
revendications 2 et 5, au traitement des milieux ^ l'6gard 

25 desquels ladite enzyme d6veloppe les activit^s pour lesquelles 

elle est utilis6e classiquement, notaiment les transformations 
chimiques, les purifications ou la separation de molecules 
orgeuiiques, organo-mindrales ou min^ales. 
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ENZYMES IMMOBILISEES SUR UN SUPPORT, LEURS PROCEDES DE PREPARATION ET LEURS 
APPUCATIONS. 

(§0 La presente invention a pour objet una enzyme immo- 
bH^^e caract^rls^e par le fait qi/elle est constitute par une 
enzyme quelconque choisie notannment dans le gnoupe 
comprenant les osidases et en particulier la B 1-3 Qlucana- 
se, les proteases et les lipases, Immoblllste par fixation & 
I'aide d*une liaison covalente sur un complexe soiide insolu- 
ble form§ entre un oxyde mineral autre que ralumlne et 
choisl de pr^ftrence dans le groupe cornpnenant notam- 
ment la zircone, la silica et le dioxyde de titane et un com- 
pose bi- ou polyfonctionnel comportant, d'une part, un 
groupe fonctionnel phosphate par lequel II est 116 a Poxyde 
mineral et, d'autre part, un groupe chlmlque rSactif, active 
en tant que de besoin par mise en oeuvre d'un agent activa- 
teur, ce groupe chimique r§actif formant la liaison covalente 
avec I'enzyme. 
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SHZYHES JXmOBXTsZBiBS OUR UH SUPPORT, LSCRS PBOCEDAB DB 
FR^ARATIOli ET USURB APPIiIC&TZONS 

L' invention a pour objet des enzymes iinmobilis6es 

sur un support - 

L'int6r6t des enzymes iinmobilis6es reside essentiel- 
lement ^^t.« la possibility de les r6cup6rer sans diff icult6 
k partir du milieu dans lequel elles ont ^t^ mises en oeuvre 
et dans lequel 1' enzyme proprement dite d^veloppe ses 
activit^s pour lesquelles elle est classiquement utilis^e, 
de les purifier en tant que de besoin et de les remettre h 
agir dans un autre zoilieu. 

Ij' invention vise 6galement les proc6d6s de 
preparation de ces enzymes immobilis6es ainsi que leurs 
applications • 

On connalt d6jiL des enzymes immobilis6es sur un 

support d'alumine. 

Ainsi, le document EP-A-86 402014.4 d^crit 1' immo- 
bilisation des proteases sur des alumine -phosphates 
organiques . 

Selon ce document, la protdase est rattach6e par une 
liaison covalente i un complexe solide forme par de 
1' alumine li6e k un compose bi- ou polyf onctionnel 
comportant un groupe fonctionnel phosphate et un groupe 
cap€ible de former xine liaison covalente avec une protease. 

La preparation, selon le suadit document, de la 
protease ainsi immobilisee, consiste A fixer sur de 
1' alumine, en tant que compose bi fonctionnel, un phosphate 
organique canix>rtant un groupe r6actionnel capable de former 
une liaison covalente avec une protease, puis k faire reagir 
le complexe ainsi form6 avec la protease aprfes avoir 
eventuellement active le groupe reactif comporte par le 
groupe, en ayant recours k des activateurs apprcpries, de 
f agon k former la liaison covalente recherchee liant la 
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protease au coxnplexe, 

II est 6galement cozmu — voir ^ cet 6gard le 
docxjment ""Bioscience Reports' vol, 8, No. 3, 1988, page 266 — 
de former dans uin premier ten^s line phosphoprot6ase en 
faisant r6agir le con^sS bifonctionnel dont il a 6t6 
q[uestlon ci-dessus avec la protease en question de fa<;on k 
former una liaison covalente entre la protease et le groupe 
cbimiquement r6actif comport^ par ledit coinpos6, 
^ventuellement apr^s activation de celui-ci, puis & fixer la 
pliosplaoprot6ase ainsi constitute sur de I'aliunine par 
r6action de celle-ci avec le groupe r^actionnel phosphate 
comport^ par le coitpos6 bifonctionnel, 

I*a constitution chiniique de 1' enzyme inmiobilis6e 
obtenue par le premier des deux susdits proc^ts, n'est pas 
la m&ne que celle de 1' enzyme immobiliste obtenue par le 
susdit de\jDci6me proctdt. 

II s'ensuit que les activit6s des deux types de 
proteases immobilistes ainsi obtenues ne sont pas 
identiques, 

Il est enfin connu, par le susdit document, 
d'utiliser les enzymes ainsi immobilisees dems leurs 
applications classiques . 

L' invention a pour objet, sur tout, de r6pondre au 
souhait des utilisateurs de disposer d'un 6ventail aussi 
large que possible d' enzymes immobilisees sur un support. 

Et les inventeurs ont eu le m^rite de trouver que, 
de fagon surprenante et inattendue, il est possible 
d' immobiliser les enzymes suir un support a base d'oxydes 
mindraux autre que I'alumine. 

Il s'ensuit que I 'enzyme immobilis6e conforme ^ 
1' invention est Cctract6ris6e par le fait qu'elle est 
constitu^ par une enzyme quelconque, notamment choisie dans 
le groupe comprenant les osidases et en particulier la P 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases, immobilisde par 
fixation k I'aide d'une liaison covalente sur un complexe 
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solide insoluble fonn6 entre un oxyde mineral autre <iue 
I'aluiciine et choisi de pr6f6rence dans le groupe con^renant 
notananent la zircone, la silice et le dioxyde de titane et 
un compost bi- ou polyf onctionnel comportant, d'une part, un 
groupe f onctionnel phosphate par lequel 11 est 116 k 1' oxyde 
iain6ral et, d' autre part, \m groupe chlini<iue r^actif , activ6 
en tant que de besoin par mise en oeuvre d'un agent 
activateur, ce groupe chimique r^actif formant la liaison 
covalente avec 1' enzyme. 

Le proc^d6 de preparation de 1' enzyme immobilis6e 
conforme k 1' invention est caracteris6 par le fait 
- que I'on s61ectionne 

• une enzyme quelconquo, de pr6f6rence dans le groupe 
coictprenant les osidases et notamment la & 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases, 

• un compost bi- ou polyf onctionnel comportant, d'une 
part, un groupe f onctionnel phosphate et, d' autre 
part, un groupe chimique r6actif capable, apr6s 
activation en tant que de besoin par mise en oeuvre 
d'un agent activateur, de former xme liaison covalente 
avec la susdite enzyme et 

• vm oxyde mineral autre que I'alximine en tant que 
support, de pr6f6rence dans le groupe comprenant la 
zircone, la silice et le dioxyde de titane, et 

que 

• soit, Har^^g xine premiere 4tape, on fixe le compos6 bi- 
ou polyfonctionnel sur le support par son groupe 
r6actionnel phosphate en formant \m conqplexe entre le 
compost et le support puis, dans une deuxi&me 6tape, 
on fait riagir le complexe ainsi form6 avec 1' enzyme 
de fa^on A cr6er une liaison covalente entre 1' enzyme 
et le groupe chimique r6actif comport^ par le coitipos6 
bi- ou polyfonctionnel aprfes avoir activ6 ce dernier 
en tant que de besoin, 

• soit, dans \me premiere ^tape, on const itue une 
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phosphoenzyme en faisant r^agir le compost bi- ou 
polyfonctionnel avec 1' enzyme de fagon k former une 
liaison covalente entre 1' enzyme et le groupe chimi<xue 
r^actif, comport6 par le compost bi- ou 
5 polyfonctionnel, aprfes activation en taut <3ue de 

besoin puis, dans une dexixi^e 6tape, on fixe la 
phosphoenxyme ainsi form6e sur le support par reaction 
de celui-ci avec le groupe r6actionnel phosphate du 
compost bi- ou polyfonc-tionnel. 
10 L'oxyde mineral peut €tre utilis6 sous forme de 

poudres ou de membranes obtenues selon des proc6d6s 
classiques d^crits notamment dans "Chroma tofirraphies en 
phases li^ide et 5uper-cr-itigue' par Robert Rosset, Marcel 
Caude et Alain Jardy, 1991, Edition Masson. 
15 Dans un mode de realisation avantageux des susdites 

enzymes immobilis6es et de le\xrs proc6d6s de preparation, le 
con^se bi- ou polyfonctionnel est choisi dans le groupe de 
ceux pr6sentant la formule g^n^rale 

20 

O) 

MO O-Y 

dans laquelle 

- X repr^seaice un atome d' hydrogen© ou de m6tal 

25 alcalin, 

- M repr^sente X ou l*\in des groupes phosphates de 

formules 

O 

30 "^"OX 



o o 

I ox 
ox 
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o [ o ] o 

p O — P r-O — P— O X 

OX L OX Jn OX 

avec n variant de 1 100 000, et 

- Y, qui con^rte au moins un groupe chimique 
r^actif choisi dans le groupe coraprenant les fonctions 
amine, acide carboxylique, alcool, thiol, aldehyde ou ester, 
est soit un 

groupe alkyle lineaire ou raini£i^ en C^^ k C40 pouvant 
comporter un ou plusievirs heteroatomes, soit un groupe aryle 
ou polyaryle pouvant con^rter un ou plusieurs li6t6roatoines, 
soit un groupe alkylaryle ou arylalkyle dans lequel la 
partie alkyle est en k C4Q et peut comporter, comme la 
partie aryle^ \in ou plusieurs hSt^oatomes, 6tant entendu 
due, lorsque le groupe chimique r6actif est different des 
fonctions thiol et aldehyde, il doit 6tre activ6 par 
reaction du conipos6 de formule {I) avec un agent activateur. 

L' agent activateur est un compost chixolque qui 
comporte une fonction capable de former une liaison 
covalente avec les fonctions amine ou acide carboxylique 
Gonport6es paur les enzymes et que I'on fait r^agir avec ceux 
des composes toi- ou poly f one tionnels qui, h titre de groupe 
chimique r6acti£, comportent une fonction amine, alcool ou 
acide carboxylique. 

Dans un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzymes immobilis6es et de leurs proc6d^s de 
preparation, 1' agent activateur, qui peut Stre mis en oeuvre 
selon les technicjues de Howard H- Weatall pxibli^es dans 
^Applied Bioch&aistry and Biotecbnalogy' (1993) 41, 157-188, 
et auquel il convient d' avoir recours quand le groupe 
chimique r6actif coinport6 par ledit compost bi- ou 
polyf onctionnel est different des fonctions thiol ou 
aldehyde, est choisi dans le groupe coir^rtcuit les d^riv^s 
dont les fonnules sont indiqu^es ci-aprfes apr^s activation 



2773171 



d'un group© chiitdque r^actif conqport^ par ledit compost bi- 
ou polyfonctionnel et constitu6 par vine fonction amine acide 
carboxylique ou alcool, la nature de cotte fonction 6tant 
mentionnee pour chacun desdits d^riv^s, k savoir 
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15 



20 



NH 



CI 



N 



Ci 



(activation amine 4* trichloro-trlazlne) 

O 

— N=CH— (CHj),— C— H 
(activation amine ghitaraldthyde) 

O, 

O P 

I! \' 
—NH— C— (CH,)4— C-O-N^ 



25 



30 



(activation amine + DSS ou dbucclnlmldyl-subirate) 




— NH -C— CHj— CHj— S— S 

(activation amine ■*■ SPDP ou 
succlnlmldyl-3-(2-pyrldyldithlo)proplonate) 

O 




CH,— 



35 



O 

li 

— NH— C 



(activation amine •«■ SMCC ou 
succlnlmldyl-4-(N-mal6lmldom«thyl)cyclohexanc<1-carboxylate) 
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25 



— N=N + CI 
(activation amine 4- nitrite de sodium) 

— NH-C— O— / V-NO, 



(activation amine 4-nltroph«nyl-chloroformlate) 

— NH— CHj— CH— CH,— O — (CH,)4— O-CHj CH— ^Hj 

OH O 
10 (activation amine ■*■ blsoxyrane) 

O NH-CH4-CH3 
— C-C=N— {CH,)i-N(CH,)a , HCi 



(activation aclde + EDO 
O 




20 (activation aclde + U-hydroxy-$ucclnlmIde) 



o 

(activation akool + carbonyl'dllmldazole) 
O 




30 

(activation alcool + benzoquInon«) 

— O-CHj— CH— CH,— O— <CH,)4— O CH,— CH CH, 

3^ (activation alcool ■t' blsoxyrane) 
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o 

— O-CH,— CH, — S CH=CH2 

(activation alcool 4- dtvlnykulfone) 

(activation alcool 4- ^-nltroph^nyhchtoroformlace) 

A titre d'exemple non limitatif mals illustrant. im 
mode de realisation avantageiix, on indique que 1' activation 
pcir raise en oeuvre des techniques d^crites par Hourard K- 
Weetall dans ^Applied BxochGmxstry and Biotechnology (1993) 
41, 157-188, d'un coiipos6 bifonctionnel de fonnule (I) dans 
lequel le groupe chimique r6actif activ6 est une fonction 
amine, est obtenue par reaction de cette fonction amine, 
comport6e en 1' occurrence par le 2-ainino6thyl-dihydrog6no- 
phosphate de formule 

p— O-CHj— CH,— NH2 

MO 



avec le glutaraldSiyle de formule 



o o 

:i li 
H— C— (CH2)3— C— H 



le compose bifonctionnel activ6 ainsi obtenu ayant done une 
fonction 5-iminopentanal et r6pondant i la formule 

o <^ 

HO ■ ' 

^P— O-CHj— CHj— N=CH — (CHj),— C— H 

HO 



Du point de vue pratique, on fait r6agir 30 ml d'une 
solution aqueuse k 0,05 M du 2-amino6thyl-dihydrog6no- 
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phosphate avec 3 0 ml d'une solution aqueuse 0,05 M de 
glutarald6hyde , 

As>rhs 30 minutes d' agitation du melange k ime 
teicp&rature de 20 i 25^C, la reaction est conpl^te et la 
solution du ccnpos^ bifonctionnel activ6 ainsi obtenu peut Stre 
conserv6e i une tCTopdratvare de 5 A lO^C pendant 300 ioxxcs avant 
son utilisation ult^rieure. 

Selon un autre inode de realisation avantageux des 
susdites enzyiaes immobilis^es et de leurs proc6d6s de 
pr6paration, la fixation du coa)pos6 bi- ou polyfonctionnel sur 
un support ^ base de dioxyde de titane est realis6e en faisant 
r^agir une solution aqueuse du carrc>os4 bi- ou polyfonctionnel 
avec une suspension du dioxyde de titane dans un milieu aqueux. 

Du point de vue pratique, on procfede comme suit. 

A une solut ion de 60 mg de 2 -amino^ thyl -dihydro- 
g6nophosphate dans 100 ml d'eau h 25**C, on ajoute 3 g de 
dioxyde de titane « 

Lie melange est maintenu sous 16g^e agitation pendant 
24 heures pH 7 , 

Au bout de cette dur6e, la fixation du 2-amino6thyl- 
dihydrog&tiophosphate est totale, ce qui est v6rifi6 par le test 
ii la ninhydrino sur une paxtie aliquote de filtrat, 

Ija suspension est f iltree et le r^tentat est lav6 avec 
trois fois 100 xol d'eau. 

On obtient ainsi I'oxyde de titane ayant flx6 le 
2-amino6thyl-di]3ydrog6nophosEdiate k l'6tat humide; on le met en 
suspension dans 10 ml d'une solution 1 M de glutarald^hyde , 

On ajuste le pH i 7 et on agite pendant trois heures k 

2O-250C. 

On lave avec cinq fois 100 ml d'eau. 

Le conqplexe d'oxyde de titane activ6 ainsi obtenu est 
d6sign6 par -Ti-Pc-<31uf . 

Selon un autre mode de realisation avantageux des 
susdites enzymes iinmobilisSes et de leurs proc^dSs de 
preparation, I'imxiobilisation de 1' enzyme par r6actlon avec le 



2773171 



10 

groupe chimique r6actif active du cocngpos6 biftxictionnel fix6 
sur le support k base d'oxyde mineral est effectu6e en milieu 
aqueux et k une tenp6rature de 2S°C. 

A titre d'exenple non limitatif mais lllustrant un nrxie 
de realisation avantageuxy on indique que, lorsqu'il s'agit de 
faire rdagir une protease, par exenple la oc-chynotrypsine, avec 
le conplexe obtenu ci-dessus, on proc&de comme indiqu6 ci- 
apr^s . 

3,02 grammes du conplexe active *Ti-Pc-Glut' sonC mis 
en suspension dans 10 ml d'eau, puis m^lang^s h une solution 
aqueuse de 60 d'a-chyrootrypsine. Le pH du milieu est ajust6 
au pH d'activit6 maximum de 1' enzyme, k savoir 7, et doit 6tre 
r6ajust6 en cours d ' eaqpdrience si necessaire; on peut utiliser 
du HCl 0,1 

Par filtration de la suspension sur fritt6 n<>4, on 
r6cup6re I'a-cliymotrypsine lramobilis6e sur oxyde de titane. 

On d^signe ce produit par 1' appellation '^Ti-Pc-Glut- 

Chymof - 

Selon un autre mode de rtelisation avantagetjx des 
susdltes enzymes irtinobilia^es et de leurs proc^d^s de 
preparation, on prepare une phosphoenzyme en faisant r^agir 
1' enzyme en solution aqueuse sur le conpose bifonctionnel de 
formule (I) ^entuellement activ6, 6galement en solution 
aqueuse, 

Ijorsque le ccmposA bifonctionnel est le r6sultat de la 
reaction du pyrophosE^iate de thiamine et du glutarald6hyde et 
c[ue 1' enzyme est la p 1-3 glucanetse, on peut proc6der comme 
indiqud ci-apr6s- 

460,8 mg <10~^ moles) de pyrophosphate de thiamine sont 
mis CT. solution f^arl<^ 500 ml d'eau et m^lang^s k 400 ml d'une 
solution aqueuse de glutaraldehyde k 25% (soit 100 mg k 100% 
ou 10"^ moles) et le ro61ange est agit6 pendant 3 heures k 20- 
23^C, On ajoute ensuite 2 g d' enzyme native, k savoir la 
3 1-3 glucanase, en solution dans 1000 ml d'eau. Le pH est 
ajustd k 4,50 par addition de soude 0,1 N. On ajoute ensuite 
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250 mg de cyanoborohydrure de sodiim k titre d' agent r^cteur 
des fonctions imines. Le pH est inaintenu 4,50 A I'aide d'HCl 
0,1 N ou de soude 0,1 N. Apr6s 3 Hetrres d'agitation, la 
solution r6actionnelle est soumise A une dialyse pour 61iJiiiner 
les r6actifs en exc^s. 

On obtient ainsi la pliospho-p-l-3-glucanase d6sign6e 

par *TPP-Glut' 

Selon un autre mode de r6alisation avantageux des 
susdites enzymes immobilis^es et de leurs proc6d6s de 
preparation, on realise 1 ' immobilisation de la phospho-P-l, 3- 
glucanase obtenue ci-dessus sur un support k base de diosQrde de 
titane en faisant r6agir sous agitation, pendant 3 i 24 heures, 
une suspension de dioxyde de titane d'une granulom^trie de 40 
^ 200 pm avec le dialysat de la phospihoenzyme <A>tenu ci-dessus. 

La progression de 1' absorption est suivie par 
d^terminatiixt A intervalles r6guliers de 1' activity enzymatique 
r^siduelle d' 6chantillons du filtrat du susdit in61ange. 

Apr^ disparition totale de 1' activity enzymatique (2 A 
4 heures en g6n^al) , le milieu r6actionnel est filtr6 et lav6 
abondaixEnent k I'eau. 

La phosphoenzyme innnobilisSe ainsi obtenue est 
conserv6e telle quelle, c'est-i-dire huitiide, au r6f rig6rateur 
k +4°C jusqu'i utilisation. Son activity enzymatique est 
d6termin6e par l^rdrolyse de son substrat sp6cifique, 

Les enzymes immobilisees conformes i 1' invention sont 
utilis6es pour le traitement des milieux i I'^gard desquels 
elles d6veloppent les activit^s pour lesquelles elles sont 
utilis^es classiquement- 

Parmi ces treiitements , on peut citer les 
transformations chiadques, les purifications ou la separation 
de molecules organiques, organo-min6rales ou min^rales. 

Les susdits traiteroents utilisent un milieu de mise en 
oeuvre aqueux ou hydroorganique ou contenant uniquement des 
solvants organiqaes; ce milieu peut §tr€ un gaz Iiqu6fi6 
utilise k l'6tat critique, sub-critique, ou super -critique; la 
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temperature du milieu pent varier de -20°C k +200«C et la 
pression exerc6e sur le milieu peut varier de 0,1 ^ 300 bars en 
valeur absolue. 

Preparation da la p 1-3 glucaiuM innoblliate 0ur d^oovda dm 
tltana. 

On a proc^e successivement suivant les deux variantes 
du proc6d^6 confonne h 1' invention - 
Premifere variante 

Dans un r6acteur en verre de 4 litres, muni d'une 
agitation m6canique, d'un Uiermam&tre et d'une ampoule de 
coulee « on charge: 

- 3 litres d'eau d6min6ralisee et 

- 10y70 g de pyrophosphate de thiamine. 

lie milieu rfectionnel est agit6 k une temperature de 
20-25°C jusqu'i la dissolution totale du pyrophospbate de 
thiamine. 

On ajoute alors 500 g de dioxyde de titane d'une 
granulom6trie de 40 a 200 ym sous agitation lente (30 t/min) - 

On agite pendant 15 minutes et on a juste, si 
n^essaixe, le pH A 4,5 avec une quantity suffisante d' acetate 
de sodium. 

On agite pendant 12 heures k une tenp6rature de 20 ^ 
250c k 30 t/min en v6rifiant le pH toutes les heures et en le 
rdajustant si n6cessaire* 

lift cin^tique de fixation du pyrophosphate de thiamine 
est suivie au moyen du test de coloration la ninhydrine, 

Apr6s 12 heijres d' agitation, 1' insoluble est fiitr6 sur 
frittS n^2 puis lav6 abondamment avec trois fois 0,5 litre 
d'eau d^minSralis^e . 

L' insoluble humide est r4cup6r6 et charge ^1 nouveau 
dans un r^acteur en verre de 4 litres contenant une solution 
1 M de glutarald&iyde pr6alablement pr^par^e en m^langeant 
270 ml de glutaraldShyde 5,6 M (cammercialls^e peu: la Soci^t6 
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FliUKA sous la r6f France 49629) avec 1231 ml d'eau 
d^niin^ral is^e . 

On agite A 30 t/min et i une ten5>eratuxe de 20 A 2S<'C 

pendant 24 lietires. 
5 On filtre sur fritt:6 n<^2 pxxis on lave avec trois fois 

0,5 litre d'eau d6min6ralis^. 

L' insoluble humide est r6cup^r^ et dharg^ dans un 
r^acteur da 4 litres contenant une solution pr6alablement 
pr^par^ en dissolvant 3 g de 3 1-3 glucanase commercialis^e 
10 soujs la marxaue GLW^NEX pair la Soci6t6 NOVO INEUSTRIES dans 1,5 

litres d'ac6tate de sodium 2,1 M de pH 4,55. 

On agite i une temp6rature de 20 i 25<»C p^idant 24 
heures i tjne vitesse de 30 t/min. 

On filtre sur fritt6 n^2 et on lave le r^sidu de 
15 filtration trois fois avec 0.5 litre d'eau d^min6ralis6e , 

On r6cupfere le pr6cipit6 humide constitu^ par 1' enzyme 
immobilis6e reGherY:li6e et on le c<»iserve k une teti5>6rature de 
4 k 6^Q jusqu'A 1' utilisation . 
Deuxifeme varicmte 

20 Dans un r^acteur en verre de 20 litres, muni d'line 

agitation, d'un thermomfetre et d'une ampoule de coul6e, on 
charge: 

- 4,61 g de pyrophosphate de thiamine et 

- 5 litres d'eau d6min6ralis6e. 

25 On agite jusqu'i dissolution totale. 

On additioone par I'anpoule de coul6e, en veillant k ce 
que la teaopdratxare ne d^passe pas 30^C, 4 litres de 
glutaraldfiiyde en solution aqueuse A 25%, 

On agite la solution ainsi obtenue pendant 3 heures h 
30 une teii5>6rature de 20 i 30^C. 

On ajoute ensuite une solution, pr6alabl«nent pr^par^e, 
de 20 g de 3 1^3 glucanase commercialis^e sous la marque 
GIiUCANEX par la Soci6t6 NOVO INDUSTRIES dans 10 litres d'eau 
d^min^alls6e . 

35 On ajuste le pH ^ 4,5 avec la quantity n^essaire de 
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sonde 0, 1 N, 

On agite pendant 3 heures 4 ime temperature de 20 i 
30°C/ puis on refroidit k 20*^C, 

On ajoute ensuite en xme seule fois 2,5 g de 
cyanoborobydrure de sodixim* 

On agite ensuite pendant 3 heures Ik una temperature de 
20 k 30^C, puis on soumet le milieu r6actionnel ^ une dialyse. 

On r^cupfere le dialysat et on le charge dans un 
r^acteur en verre de 20 litres muni d'xjne agitation r^gl^e h 
30 t/min. 

On ajoute ensuite dans la masse r6actionnelle 1 kg de 
dio^^rda de titane d'une granuloffi6trie de 40 ^ 200 pm. 

On agite encore pendant 24 heures k une terrperature de 
20 ^ 25^C et on filtre sur fritt6 n<^2 ou au buchner. 

On lave le r6sidu avec trois fois 3 litres d'eau 

demineralisee • 

On conserve le r^sidu humide constituant 1' enzyme 
iinmobilis6e recherch6e k \me tCTp&rature de 4*C jusqu'i son 
utilisation- 

La mise en oeuvre de la 0 1-3 glucanase irranobilisee 
obtenue ^ I'exemple 1, par ecen^^le pour "dig^rer' un substrat 
constitu6 par du P 1-3 glucane, peut ^tre r6alis6e en lit fixe 
ou en lit fluidis6. 

Ci-apr&s, on d^crit les deux modes de r6alisation en 

c^estion . 

liorsqu'an a recours au lit fixe, on fait circuler la 
solution de substrat k travers un lit fixe de 3 1-3 gliicanase 
iiraiGbilisde sur dioxyde de titane telle qa'dbtenue k I'exenple 1. 

Cette enzyme immobilisee est tass6e, par exemple par 
cOTipression pneumatique dans une colonne basse pression; on 
peut utiliser celle de type Vantage A de marque AMICON. 

Ija solution de substrat circule en circuit ferm6. 

Pour une efficacit^ optiiaale, on determine un 
compromis entre le r6glage du d6bit, le temps de s6jour de 
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la solution au contact de 1' enzyme iinmobilis6e (qui doit 
^tre suff isawment in^rtant pour permettre la realisation de 
I'hydrolyse enzymatique) et le ten^s de passage d'un volume 
entier de solution A travers le circuit (teaqps qui doit ^tre 
relativement coiirt, afin de r6aliser un maximum de passages 
en un teznps donn6) . 

La dur6e totale de s6jour au contact de 1' enzyme 
immobilis6e ne depend que du volume de cette demifere et de 
la dur6e totale de 1' operation. 

Un essai est r6alis6 sur 10 litres d'une solution 
de P 1-3 glucane A 10 g/1. pr6alablement clarifi6e par 
filtration A 1,6 im. 

Le dispositif utilise, montr* 4 la figure 1. 
comprend les 616ments suivants: 

- une cuve thermostat^ 1 d'une capacite de par 
exemple 50 litres, munie d'un syst^me d' agitation 2 et 
contenant la solution de substrat, 

- une pompe p6ristaltique 3. par exenqple du type 
Watson-Mar low, 

- un manom^tre k meoobrane 4, 

- line masse 5 d' enzyme P 1-3 glucanase fix6e sur 
dioxyde de titane, tass6e entre deux plateaux 7 et 8 dans 
une colonne 6 basse pression, 

- une canalisation 9 par laquelle la solution de 
substrat est achemin6e vers la colonne 6 k l'int6rieur de 
laquelle elle est amende par \m tube 10 traversant le 
plateau 7 jusqu'^ la surface de la masse 5, 

- une canalisation 11 par laquelle la solution de 
substrat ayant travers6 le lit d' enzyme iirmobilis6e est 
extraite de la colonne 6 k travers le plateau 8 grace k un 
trou 12 et recycl6e vers la cuve 1, 

Le manom&tre situe en amont de la colonne permet de 
mesurer la perte de charge provoqu6e par le lit d' enzyme 
immobilis6e, sachant que la press ion en sortie de colonne 
est n^gligeable 6tant donn6 les faibles ddbits de I'ordre de 
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10 1/h foTJumis par la pompe p6ristaltiQue, On constate <iu'i 
d6bit nul, le manomfetre indique une faible pression 
(inf^riexire 4 0,5 bar) probablement due k un accroissement 
local de celle-ci entre la ponqpe et 1' entree de la colonne 
du fait de la conception du circuit - 

La masse d' enzyme immobilis^e dans le mode de 
realisation montr6 est de 3 grammes de p 1-3 glucanase 
immobilis6e sur 500 g de dioxyde de titane; elle est tass6e 
sur une hauteur de 14,5 cm, ce qui, coraEpte tenu des 
dimensions de la colonne (hautexir egale A 47,5 cm et 
diamfetre 6gal A 6,2 cm), correspond A un volume d' enzyme 
iinmobilis6e de 0,9 litre- 

Iia solution de substrat est thermostat^e h 40«^C au 
sein de la ewe 1. Les pertes de chaleur ^tant relativement 
faibles, 1' ensemble du circuit atteint rapidement cette 
ten^ratiire, ensuite entretenue par la circulation du 
licjuide. 

Une quantit6 de 10 litres de substrat i 1% de p 1-3 
glucane, pr6alabl«nent clarifi6 par filtration i 1,6 pm, est 
introduite dans la cuve thermostatic, Le thermostat est 
r6gl6 a 56^C afin d'obtenir 40°C dans la cuve, temperature 
optimale de I'hydrolyse enzymatique, Une fois la temperature 
stabilisie, la pompe peristal tique est mise en route. 
temperature varie peu ensuite, car les pertes de chaleur 
dans la colonne et le circuit sont minimes. 

Lia puissance de la poix4>e piristaltique est r6giee de 
fagon A obtenir une pression de 1,5 bar k 1' entree de la 
colonne, Au-delA d'une telle pression, 1' enzyme immobilis6e 
subit des contraintes qui, 4 plus ou moins long terme, 
pourraient affecter son efficacite et sa stability. Le d6bit 
associe k une telle pression est de 13,2 1/h- 

Dans ces conditions, le temps de passage *t-passage' 
est de 45 minutes, A chaque passage dans la colonne, le 
temps de s6jour *t-s6jour' au contact de 1' enzyme est de 4 
tainutes. La circulation de la solution de substrat est 
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effectu^e durant 5 heures 30 minutes. 

Lea cinfitiques r^actioimelles ob6issent k des 
ph6nomfenes de transports interfaciaux- Ceux-ci sont un 
facteur limitant dans la reaction d'hydrolyse enzymatique, 

Le proc6d6 "lit fixe' qui en lui-m&ne est satisfaisant, 
pr^sente un inconv^nioat qui est dQ i l'h6t6rog6n6it6 existant 
entre le lit de particules et la solution qui le traverse, ce 
qui a pour effet de placer la reaction d'lr/drolyse sous 
oontrSle dif fusionnel • 

De plus, progressivement, il se cr6e dans ce lit des 
canaux pref erentiels de circulation du liquide. 

Dfes lor s , cer taines regions du 1 it ne sont plus 
irrigu6es et les molecules qui traversent les canaxix 
pr6f6rentiels ne sont plus mises au contact du lit et done de 
1' enzyme. 

Get inconvenient n'est toutefois pas de nature h rendre 
inutilisable le proc6d6 en lit fixe. 

Qn peut n6annjoins remSdier 4 cet inconvenient en ayant 
recours k un systfeme A lit fluidis^. 

La fluidisation du lit de particules d' enzyme 
iinmobilis6e, par un flux asc^adant de liquide, aura pour effet 
de foumir un milieu quasiment liomog^ne et d'optimaliser les 
Changes interfaciaux, par un accroissement des surfaces de 
contact enzyme immobilis6e-solution- 

La fluidisation du lit de particules peut: etre r^is6e 
par un courant ascendant de fluide, en 1' occurrence la solution 
de siibstrat. 

Eiie se prodult lorsque la Vitesse du fluide est 
suf fisante pour mettre en svispension les particules de la masse 
d' enzyme imcoobills^e. 

Chacune de ces particules est alors entour^e de fluide 
qui la pr&erve de tout frottement avec les autres particules, 
ainsi qu'avec les parois de la colonne- 

La couche fluidis6e, miSlange h^tSrog^e de particules 
solides et de fluide, se COTporte nacroscopiqueroent coaine un 
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liquide *horoog6ne' . 

On peut avoir recours au dispositif inontir6 A la figure 
2 et qui comprend les Sl&nents suivants: 

- une ciive thennostatde 1 d'une capacity de 50 litres, 
munie d'un syst^me d' agitation 2 et contenant la solution de 
substrata 

~ une podiqpe p^ristaltique 3, par exenple da type 
Watson -Marlow , 

- un xnancm&tre k membrane 4, 

- une masse 5 d' enzyme imnobilisAe adsorb^e sur dioxyde 
de titane/ rerrplissant une colonne basse pression 13, par 
exenple de type VA 90500, 

- une canalisation 14 par laquelle la solution de 
substrat est achemin^e k 1' extremity infdrieure de la colonne 
13 dans laquelle elle p6n6tre en 15 pour mettre en lit f luidis6 
la masse d' enzyme imnobilis^e 5, 

- une canalisation 15 par* laquelle la solution de 
sxibstrat est extraite en 17 i l'extr&rdt6 sup6rieure de la 
colonne aprfes avoir traverse le lit fluidis6 ccmiprenant la 
masse d' enzyme immobilis^e 5, A la partie sup&rieure de la 
colonne 13 po\ir 6tre recyclde vers la cuve 1. 

Le manomjfetre situ6 ^ 1' entree de la colonne, A la 
partie inf^rieure de celle-ci, permet de mesurer la perte de 
charge subite par le liquide A travers la colonne, sachant que 
la pression en sortie de celle-ci est n6gligeable 6tant donn6 
les faibles d^its foumis par la pon5>e p^ristaLItique, 

Le liquide est thermostat^ au sein de la cuve 1- La 
encore, les pertes res tent faibles et 1' ensemble du circuit 
atteint rapidement la tenperature fix6e, 

gXBIPI.E 2 

DigMtion da 3 1-3 glucans 4 I'alda d'un lit fluldloi base da 
P 1-3 glucanaoa ianabUia^e aalon I'aofiHV^la 1* 

10 litres de substrat ^ 1% de p 1-3 glucane, 
pr6alableroent clarifies par filtration & 2,7 ym, sont 
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introduits dans la cuve thenaostatSe 1 dont la capacity est de 
50 litres, sa hauteur 6tant de 47 cm et son diain&tre de 
39,5 cm. 

lie thermostat est r6gl6 k 56*=^C afin d'oibtenir 40<>C dans 
la cuve, t€n?>6rature optiinale de I'bydrolyse enzymatique. 

La colonne 13 contient 3 grannies d' enzyme inroobilis^e 
sur 500 g de dioxyde de titane pr6par6e conform^ment k 
I'exercple 1, 

Une fois la teip6rature stabills^e, la poErt5>e 
p4ristaltiQue est mise en route; La teirp^rature varie peu 
ensuite car les pertes de <^ialeur dans la colonne et le circuit 
sont minimes. 

£ia migration, sous 1' Influence du substrat, de 1' enzyme 
immobilisde, vers le haut de la colonne 13 doit 6tre r6alis6e 
de fa<;<xi progressive afin d'6viter les turbul«ices. Celles-ci 
auraient pour ef f et de disperser les particules dans la colonne 
et favoriseraient leur migration hors de celle-ci. 

La pon^ p4ristaltique est r6gl6e k pleine puissance, 
ce qui permet de fluidiser 1' enzyme iranobilis^ sur une hauteiir 
de 40 cm. II occupe alors un vol\ime *V gel* de 2,5 1- 

Le dflbit associ^ k un tel volume est de 28 l/h. 

Comparativ«nent au proc6d6 *lit fi^', la f luidisaticxi 
permet de multiplier par 2,5 le teirps de contact entre 1' enzyme 
iiiiinobilis6e et la solution de & 1-3 glucane. 

En outre, elle optimise la cin^tique de catalyse 
hSt^og^e par la formation d'une gaine de solution autour de 
chaque particule. 

Pour obtenir la digestion du p 1-3 glucane^ chaque 
cycle dure en moyenne de 4 & 6 hetjres, L' activity de 1' enzyme 
iramobilisde persiste dans ces conditions exp&riinentales pendant 
au moins 8 cycles . 

On obtient ainsi 100 g d'oligo-p-l, S-glucanes 
majoritairement r^>artis entre DP 2 et DP 6- 
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1. Enzyme iitTObilis^e caract6ris6e par le fait qu'elle 
est constitu6e par une enzyme quelconque choisie notamm^t dans 
le gro\ipe coirsurenant les osidases et en particulier la p 1-3 
glucanase, les protases et les lipases, iinmobilis^e par 
fixation k I'aide d'une liaison covalente sur un con?>lexe 
solide insolxible form6 entre un oxyde mineral autre que 
I'alundne et choisi de pr^f^rence dans le groupe coirprenant 
notamment la zircone, la silice et le dioxyde de titane et un 
con^s^ bi- ou polyfonctionnel conportant, d'une part, iin 
groupe fonctionnel phosphate par lequel il est li6 & I'oxyde 
mineral et, d' autre part, un groupe chimique r^actif , activ6 en 
tant que de besoin par mise en oeuvre d'un agent activateur, ce 
groupe cbimique r6aGtif formant la liaison covalente avec 
I'enzyme. 

2- Proc6d6 de preparation d'une enzyme iracnobilis^e, 
caract6ris6 par le fait 
que I'on s^lectionne 

• une enzyme quelconque, de pr6f6rence dans le groupe 
comprenant les osidases et notamnent la P 1-3 
glucanase, les proteases et les lipases, 

• un ccnpos6 bi- ou polyfonctionnel conportant, d'une part, 
un groupe fonctionnel phosphate et, d' autre part, un 
groupe chitnique r6actif capable, apr^s activation en tant 
que de besoin par laise en oeuvre d'un agent activateur, 
de former une liedLson covaiente avec la susdite enzyme et 

• un oxyde min6ral autre que I'alumine en tant que support, 
de pr^f^rence dans le groupe conprenant la zircone, la 
silice et le dioxyde de titane, et 

que 

• soit, dans xine premiere 6tape« on fixe le coaipos6 bi- ou 
polyfonctionnel sur le support par son groijgpe rtectionnel 
phosphate formant un cooiplexe entre le conpos6 et le 
support puis, dans une deuxifeme 6t€^, on fait rdagir le 
coaplexe ainsi forin6 avec 1' enzyme de fagon i cr6er une 
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liaison cavalente entre 1' enzyme et le groupe chimique 
r6actif congport6 par le compost bi- ou polyfonctionnel 
apr^s avoir activ6 ce dernier en t::ant que de besoin, 
• soit^ dans une premise 6tape, on constitiae ime 
phosphoenzyine en faisant r6agir le coscqpos^ bi- ou 
polyfonctionnel avec 1' enzyme de fagon h former une 
liaison covalente entre 1' enzyme et le groupe chimique 
r^ctif , comport^ par le compost bi- ou polyfonc-tionnel, 
apr&s activation en tant que de besoin, puis, dans une 
deuxi&ne 6tape, on fixe la phosphoenzyme ainsi form^e sur 
le sxjcpport par reaction de celxii-ci avec le groupe 
r^ctiomel phosphate du compos6 bi- ou polyfonctionnel. 
3. Enzyme imnobilis^e selon la revendicati<xx 1, 
caract6ris6e par le fait que le conpos6 bi- ou polyfonctionnel 
est choisi dans le groupe da ceux pr^sentant la formule 
gdn^r£ile 

MO O-Y 

dans laquelle 

- X repr6sente un atome d'hydrog^ne ou de m^tal 

alcalin, 

- M repr^sente X ou I'un des groupes phosphates de 

formules 

O 

^ox 
o o 

ox 

ox 



o 

-p- 



^ 1 ? 

o— p — !-o— p— ox 



ox L ox Jn ox 
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avec n variant de 1 i 100 000, et 

- Y, qui comporte au moins un groupe chindque reactif 
cholsi ^^Tia le groupe comprenant les fonctions amine, acide 
carboxyliqae, alcool, thiol, aldehyde ou ester, est soit un 

5 groi^ ea3?yle lin6aire ou ramif 16 ou ramif 16 en Cjl i C40 pouvant 

coitporter \in ou plusieurs het^roatcffnes, soit un groupe aryle 
ou polyaryle pouvant conporter un ou plusieurs h6t6r oatomes , 
soit un groupe allcylaryle ou arylalkyle dans lequel la partie 
allcyle est en i C40 et peut cocnporter, ccrane la partie aryle, 

10 un ou plusieurs h6t6roatames , 6tant entendu que, lorsque le 

groi^ chimique reactif est different des fonctions thiol et 
aldehyde, il doit dtre activ6 par reaction du ccarpos6 de 
fonnule (I) avec un agent activateur. 

4. Enzyme immobilis6e selon I'une des revendications 
15 1 et 3, caract6ris6e par le fait que 1' agent activateur est un 

aoingos6 chimique qui comporte une fonction capable de former 
imc liaison covalente av^ les fonctions amine ou acide 
carboxylique coirport6es par les enzymes, cet agent activateur 
6tant mis ^ r6agir avec ceux des coinpos6s bi- ou 
20 polyfonctionnels qui, i titre de groupe chimique r6actif, 

conportent xane fonction amine, alcool ou acide carbo3cylique . 

5, Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 par 
le fait que le conpos6 bi- ou polyfonctionnel est choisi dans 
le groupe de ceux pr^sentant la f ormule g6n6rale 

25 

MO O-Y 

dans laquelle 

30 - X repr6sente \m atome d'hydrogfene ou de ra6tal 

alcalin, 

- M rec)r^sente X ou l'\an des groupes phosphates de 

fonmiles 

O 

-'-ox 
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avec n variant de 1 A 100 000, et 

- Y, qui con^porte au moins un groupe chimicjue r6actif 
choisi dans le grcupe conprenant les fonctions amine, acide 
carboxyliqae, alcool, thiol, aldehyde ou ester, est soit \m 
groupe al3^1e lin6aire ou ramif i6 en Ci i C4Q powant ccnporter 
un ou plusieurs h^tdroatacnes , soit ^m gro\jqpe aryle ou polyaryle 
pouvant coirporter xxn ou plusieurs h6t6roatoaiies , soit \in groupe 
allcylaiyle cai arylalkyle daxis lequel la partie alXyle est en 
k C40 et peut cornporter, corame la partie aryle, un ou plusieurs 
h6t6roatoines, 6tant entendu que, lorsque le groupe chimique 
r^actif est different des fonctions thiol et aldehyde, il doit 
§tre activ^ par r6actian du compost de formule (I) avec un 
agent au; tivateur. 

6. Application de 1' enzyme irnnobiliste selon I'une des 
revendications 1, 3 et 4 ou obtenue selon I'tine des 
revendications 2 et 5, au traitement des loilieux & I'^gard 
desquels ladite enzyme d6velppp€ les activit6s pour lesquelles 
elle est utilis^e classiquenent, notamnent les transformations 
chimiques, les purifications ou la separation de molecules 
organiques/ organo-min6rales ou min^ales. 
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